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细胞 凋 亡 作为 生命 的 基本 现象 之 一 受到 科学 界 的 广泛 
重视 (Linda 等 ，1998)， 对 其 机 理 和 应 用 的 研究 已 渗 适 到 
生命 科学 的 各 个 领域 ， 成 为 当今 生命 科学 领域 的 研究 热点 。 
特别 是 以 动物 细胞 为 培养 基质 的 医药 生物 技术 领域 尤 显 重 
要 。 因 为 动物 细胞 培养 技术 是 现代 生物 技术 研究 和 开发 的 
关键 技术 之 一 。 大 规模 动物 细胞 培养 为 疫苗 、 干 扰 素 、 激 
素 、 生 长 因子 、 酶 和 单 克 隆 抗 体 等 制品 的 生产 提供 了 有 效 
的 技术 手段 ， 利 用 动物 细胞 技术 生产 的 生物 制品 已 占 世界 
生物 高 技术 产品 市 场 份额 的 50% (Coomey，1995)。 动物 细 
胞 培养 过 程 中 的 细胞 凋 亡 是 影响 生物 技术 产品 产量 和 质量 
的 重要 因素 。 一 方面 细胞 凋 亡 使 产品 的 产量 下 降 ; 另 一 方 
面 凋 亡 细胞 释放 的 蛋白 酶 可 降解 细胞 的 目的 产物 ， 再 一 方 
面 凋 亡 过 程 中 产生 的 自由 基 修 怖 目的 蛋白 因子 ， 使 之 失去 
正确 的 空间 构象 ， 严 重 影响 产品 的 质量 (Alan，1998; 
Timan 等 ，1997)。 因 此 ， 通 过 抑制 细胞 凋 亡 优化 细胞 培养 
工艺 ， 特 别 是 发 酵 摊 培 养 工艺 ， 已 成 为 提高 生物 技术 产品 
产量 和 质量 的 重要 技术 手段 (Mastrangelo，1998)。 人 肝脏 
二 合体 细胞 株 KMB17 是 我 国 自己 建立 、 并 经 卫生 部 批准 
正式 用 于 生物 制品 生产 的 两 株 人 二 异体 细胞 之 一 〈Guo， 
1981)。 自 1992 年 以 来 , 已 成 功 地 实现 使 用 该 细胞 株 大 规 
模 产 业 化 生产 我 国 自行 研制 的 甲 济 肝炎 减 毒 活 疫苗 (H2 
株 )。 并 建立 了 产业 化 的 网 胞 培养 工艺 《Mao 等 ，1997)， 
取得 了 显著 的 经 济 效益 和 社会 效益 。 目 前 正 将 该 细胞 株 推 
广 应 用 于 将 香 灰质 类 减 毒 活 疫 苗 产 业 化 生产 。 近 年 来 发 现 ， 
在 大 规模 的 甸 胞 培养 过 程 中 存在 细胞 易 发 芽 、 圆 缩 、 脱 落 
等 形态 异常 的 细胞 凋 亡 问题 ， 影 响 了 疫苗 的 产量 和 质量 。 
目前 , 国内 外 尚未 见 有 关 细 胞 着 亡 与 病毒 疫苗 产量 关系 的 
报道 ， 特 别 是 人 二 合体 细胞 (KMB17) 凋 亡 与 病毒 繁殖 关 
系 的 报道 。 本 文通 过 无 血清 培养 方法 建立 人 胚 肺 二 倍 体 细 
胞 株 KMB17 的 凋 亡 模型 。 氢 为 进一步 研究 通过 抑制 细胞 
凋 亡 提高 疫苗 的 产量 ， 降 低 成 本 ， 为 生物 制品 产业 化 葛 定 
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基础 。 

1 材料 与 方法 

1.1 人 压 肺 二 倍 体 网 胞 株 KMB17 由 医学 生物 学 研究 所 
提供 。 

1.2 围 型 肝炎 病毒 或 寒 株 ({H2) ”由 医学 生物 学 研究 所 
提供 。 


1.3 无 血清 诱导 网 胞 油 亡 将 代 殉 为 20~30 代 .正常 生长 
的 人 二 迟 体 细胞 (KMB17) 用 腊 蛋 白 栈 消化 后 分 种 于 塑料 培养 瓶 
中 (T25 Coming) ,细胞 生长 冶 养 液 为 :新 生 牛 血清 10% .MEM 水 
解 乳 蛋 白 混合 液 85%. 浴 氮 酰胺 2% .卡拉 霉 素 。377 培养 3 d， 
细胞 长 成 汇流 状 单 层 后 , 丑 计 生 长 背 养 液 ,加 入 不 含 血清 的 生长 
营养 液 后 , 置 37C 培养 ,同时 每 后 30 min 显 激 镜 下 现 察 ,出 现 细 
胞 图 缩 时 ,将 正常 裕 形 形态 细胞 及 变 成 图 形 的 细胞 用 腊 蛋 白 酶 
消化 后 加 和 0,1molzL 磷酸 盐 绥 促 深 液 (PBS) ,离心 弃 上 清 、 加 人 
70% 的 准 乙 醇 园 定 细 胞 ,保存 于 一 20 亿 备用 ( 周 剑 峰 等 ,1997)。 
1.4 ” 流 式 细胞 位 检测 凋 亡 细胞 ”将 乙醇 男 定 的 细胞 离心 后 
加 人 磷酸 盐 钥 冲 溶液 LPBS) 洗 2 次 。 用 含 Propidium iodide 
【PIN 菊 光 染料 (50 pg/mL) 及 0.1%Triton 处 -100 的 1mL 
柠 机 酸 盐 缓 促 液 悬 浮沉 淀 细胞 , 置 4 信保 存 过 夜 。 将 PI 染 
色 的 细胞 置 激发 光 为 480 nm 波长 的 EPICS XL 流 式 细胞 仪 
(Coulter, Hialeah, Fla. USA) 检 测 。 每 个 样品 检测 104 细胞 ， 
重复 3 次 。 用 Lysis 下 软件 分 析 结 果 。 同 时 以 售 血 清 培养 的 
细胞 为 对 照 (Emmanuel 等 ,1997)。 

1.5 DNA 断裂 的 凝 胶 电 泳 分 析 将 收集 的 网 胞 加 人 1 mL 
裂解 液 (100 mmol/L Nadl,10 mmolL TrisHdl, pH 8.0,25 
mmol/L ETDA. 0.5% SDS,0.2 mg/mL proteinase K), 56UC 
型 解 4h 后 ,用 等 体积 的 恤 和 酚 : 思 伤 : 异 成 醇 (25:24:1) 抽 
提 一 次 ,再 用 扬 仿 异 戊 醇 {(24:1) 抽 提 。 抽 提 上 清 加 人 冷 无 水 
乙醇 沉淀 DNA,4TC .14 000 5 离心 30 min, 冷 无 水 乙醇 洗 2 
次 ,室温 下 干燥 后 加 人 10 mmolL TrisHCL,PH7,5,1 mmol7 
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各 多 


图 1 人 及 种 二 悦 体 细胞 KMB17 无 血清 诱导 再 亡 后 网 胞 学 观察 

Fig.l Apoptotic morphological alteration of human diploid fibroblast KMB17 
态 . 正常 KMB17 细胞 普通 镜 检 {the normal KMB17 cells under light microscope) x 200 
B, KMB17 凋 亡 细胞 的 普通 镜 检 the apcptotic KMB17 cells under light microscope》 x 200 
C, 正常 KMB17 细胞 的 PI 染色 (PI staining for control KMB17 cells} x 400 
D. KMB17 绊 亡 网 胞 PI 染色 (PI staining for apoptotic KMB? cells) x 400 
EE. 正常 细胞 电镜 观察 (the nuclear strmueture of control KMB17 cells under transmission electronic scopy) x20 000 
F. KMB17 凋 亡 细胞 电镜 观察 : 示 杂 色 质 凝聚 成 块 分 布 于 核 膜 边 壬 旺 新 月 状 (apoprotic KMB17 cells: chromatin condensation into cres- 


cent lmp near nuclear membrane) <20000 


L EDTA,0.5mg/mL RNAase,37 信 消化 2h。 用 1% 琼 上 脂 ,40 
V 电 压 电泳, Ethidium bromide 染色 后 观察 《Fumio 等 ， 
1998) 。 

1.6 光学 恩 微 锭 观察 ”在 不 同 的 培养 时 间 ， 将 经 过 无 血清 
培养 诱导 的 细胞 及 正常 生长 的 细胞 置 于 Qlympus 相差 显 微 
镜 下 观察 。 正 常 的 KMB17 细胞 时 细 梭 形 ， 凋 亡 细 胞 由 梭 


形 回 缩 ， 随 后 从 培养 瓶 壁 上 脱落 。 

1.7 荧光 恩 投 和 镜 观 察 ” 将 离心 收集 细胞 与 站 喧 窒 (AO) 混 
合 后 涂 于 载 防 片上 , 置 于 Zeiss axicplan 荧光 显微镜 下 观 寮 
{上 颈 琛 等 ,1998)。 使 用 成 像 处 理 系统 (Astromed/Visilog.PC 
486DX2,66 MHz VLD) ,水 银 灯 作为 激发 光源 .470 一 490 nm 
滤 光 片 及 500 nm 双色 光 酸 。 荧 光 显 色 通 过 520 一 550 恋 光 
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片 成 像 。 

1.8 电镜 观 赛 ”离心 收集 的 细胞 用 2.5% 成 二 醛 与 QsO, 双 固 
定 后 ， 经 梯度 丙酮 脱水 ，Epon812 包 埋 ， 醋 酸 双 氧 铀 与 柠 橡 酸 
办 双 染色 后 ， 于 JEM- 100CX 电镜 下 观察 。 


2 结 果 


2.1 人 二 迟 体 细胞 KMB17 凋 亡 的 形态 特征 人 二 以 体 网 
胞 长 成 汇流 状 单 层 后 ， 撞 成 无 血清 培养 液 2 h， 光 学 显微镜 
下 可 网 正常 寞 形 的 细胞 体积 缩小 ， 细 胞 由 长 模 形 逐渐 缩小 
为 图 形 ， 细 胞 质 瞳 表 面 出 芽 ， 细 胞 间 出 现 空 瞧 ， 部 分 细胞 
脱落 至 溶液 中 (图 1， AA 、B)。 细 胞 经 丫 啶 担当 色 ， 在 莹 
光 显 微 镜 下 可 见 正常 细胞 核 呈 圆 形 、 染 色 质 均 避 【图 1C)， 
而 无 血清 诱导 的 细胞 胞 核 出 现 凝 缩 、 染 色 质 集中 于 核 膜 周 
边 {图 1D)。 电 和 镜 结果 进一步 证 明 凋 亡 时 核 染色 质 凝 缩 后 
分 步 于 核 蜡 边缘 旦 新 月 状 以 及 随后 形成 的 润 亡 小 体 {图 1， 
D、F)。 
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图 3 KMB17 细胞 DNA 频 胶 电 读 
Fig. 3 DNA Electrophoresis ol KMB17 cells 
Lane 1. 无 血清 诱导 后 KMB17 凋 亡 细胞 (the apoptocc 
cells after serum-free culture); Lane 2. 正常 KMB17 细 
胞 tthe control KMB17 cells); Lane M.DNA 标准 分 子 
量 (DNA marker)。 
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图 2 尊 亡 细胞 流 式 仪 检 高 
Fig. 2 Apoptotic detection by flow cytometer 
态 . 正常 KMB17 细胞 (control KMB17 cells)，B.KMB17 调 亡 细胞 在 G0/G1 峰 前 上 测 现 调 亡 峰 
《apoptotic peak ol apoptotic KMB17 cells) 。 


2.2 流 式 细胞 仪 检测 的 凋 亡 特征 ” 流 式 细胞 仪 被 认为 是 当 
今 检 测 细胞 润 亡 最 敏感 .最 可 草 的 检测 方法 。 汇 流 状 细胞 经 
无 血清 诱导 8 h 出 现 圈 缩 时 ,用 流 式 细胞 仪 检 测 , 在 正常 的 
GDS1 峰 前 出 现 一 个 明显 、 典 型 的 润 亡 峰 , 油 亡 比率 达 
56.2% ,而 未 经 诱导 的 细胞 在 G0/G1 峰 前 则 无 凋 亡 峰 出 现 
(图 2)。 

2.3 生化 特征 ”DNA 电泳 显示 汇流 状 细胞 经 无 血清 诱导 
后 出 现 断 裂 ， 但 不 是 典型 的 梯形 电泳 。 而 正常 对 照 则 未 出 
现 DNA 断裂 (图 3)。 


3 讨论 
细胞 镜 亡 是 一 种 不 同 于 细胞 坏死 的 细胞 死亡 方式 。 二 


者 在 形态 、 生 理 特 征 及 生化 性 质 上 有 明显 差异 。 在 凋 亡 过 
程 中 星 现 细胞 间 联 系 中 断 ， 细 胞 质 密 度 增 大 ， 体 积 缩小 ， 
染色 质 固 缩 分 离 并 趋向 于 核 膜 形成 新 月 状 进而 出 现 有 膜 包 
被 的 凋 亡 小 体 。 其 生化 特征 是 DNA 断裂 形成 圳 核 小 体 大 小 
的 片段 , 在 DNA 电泳 上 出 现 梯形 (Steller，1995)。 目前 ， 
细胞 凋 亡 通常 以 5 个 指标 确定 ， 即 光 镜 下 细胞 圈 缩 、 荧 光 
镜 下 细胞核 肯 缩 甚至 裂解 成 润 亡 小 体 、DNA 电泳 呈 梯 形 、 
电镜 下 核 异 架 色 质 凝 缩 于 核 膜 边缘 呈 新 月 状 、 流 式 绍 胞 仪 
检测 在 正常 的 G0/G1 峰 前 出 现 特异 性 的 凋 亡 峰 。 我 们 用 无 
血清 方法 培养 人 二 倍 体 细胞 KMB17 结果 出 现 典型 的 凋 亡 
特征 : 细胞 由 正常 梭 形 图 编 、 从 培养 瓶 脱落 、 细 胞 核 出 现 
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染色 质 紫 缩 、 呈 新 月 状 分 布 于 核 膜 局 图、 出 琉 油 亡 小 体 ; 
流 式 细 胞 仪 检测 有 明显 凋 亡 峰 出 现 ， 凋 亡 率 达 56.2%; 但 
DNA 电泳 未 时 现 典型 的 梯形 。 这 一 结果 与 最 新 研究 发 现 凋 
亡 时 有 的 成 纤维 细 脆 不 出 现 典 型 的 梯形 电泳 、 而 呈现 随机 
断裂 的 特征 一 致 ‘ 胡 上 庆 柳 等 ，1998)， 说 明 DNA 梯形 电泳 
与 细胞 本 身 的 遗传 特性 有 关 。 我 们 的 研究 表明 确定 成 纤维 
细胞 润 亡 的 指标 可 以 是 光 镜 下 细胞 贺 缩 、 表 面 出 芽 ; 荧光 
镜 下 核 诅 缩 、 油 亡 小 体形 成 ; 电镜 下 核 异 染色 质 紫 缩 于 核 
膜 边 缘 星 新 月 状 ; 特异 性 的 凋 亡 峰 ; DNA 断裂 等 ?个 指 
标 。 但 DNA 断裂 不 一 定 基 典型 的 梯形 。 研 究 证 实 ， 选用 无 





血清 培养 法 诱导 细胞 泣 亡 是 研究 细胞 凋 亡 的 常规 方法 ， 具 
有 简便 、 快 速 的 特点 (Andreass，1997); 流 式 细胞 仪 检测 
最 敏感 、 最 可 上 大 。 因 此 、 我 们 用 无 血清 方法 确立 了 人 胚 上 肺 
二 和 伴 体 细胞 株 KRMBH7 的 润 亡 模 型 。 此 外 ， 在 用 该 细胞 株 
生产 甲肝 减 毒 活 疫 苗 的 细胞 培养 过 程 中 发 现 、 由 于 培养 于 
期 长 达 28 d， 培 养 后 期 在 某 些 因素 影响 下 如 血清 缺乏 时 细 
胞 会 出 现 圆 闹 和 DNA 断裂 的 凋 亡 班 但 ， 提 示 可 以 通过 抑制 
凋 亡 优化 培养 条 件 ， 使 细胞 维持 在 正常 的 生理 状态 。 这 一 
模型 的 建立 将 为 进一步 研究 细胞 阐 亡 与 病毒 繁殖 、 提 高 疫 
苗 产 量 质量 的 关系 莫 定 基础 。 
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